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PROTEOLIPOSOMAS Y SUS DERIVADOS COMO AD YUV ANTES INDUCTORES DE 
RESPUESTA CITOTOXICA Y LAS FORMULACIONES RESUL3rAN'FE& CO i 



La presente invencidn se relaciona con el campo de las vacunas y su uso en medicina. Mas 
particularmente, 6sta se relaciona con el empleo de adyuvantes y las formulaciones vacunales 
resultantes. 

El objetivo tecnico que se persigue es favorecer el incremento en la respuesta inmune frente a 
antigenos fungicos, virales, protozoarios, bacterianos o cancerigenos, especialmente aumentar 
la induccion de respuesta T citotdxica esencial contra estos antigenos. Este trabajo conducira 
al desarroUo de formulaciones vacunales terap^uticas o profildcticas. 

En este sentido se plantea el uso de Proteoliposomas y sus derivados como adyuvantes en 
formulaciones con antigenos fiingicos, virales, bacterianos, protozoarios o cancerigenos, 
insertados en su estructura, conjugados o mezclados con 6stos. Estas formulaciones 
extenderfan la respuesta preferencial T auxiliadora de tipo 1 (Thl) inducida por los 
Proteoliposomas y sus derivados a los antigenos incluidos (Perez O et al Infect Immun, 2001, 
69(7):4502-4508), induciendo una respuesta de linfocitos T citotoxica (CTL) contra dichos 
antigenos al ser aplicados por via mucosal, parenteral o la combinaci6n de 6stas. 

ESTADO DEL ARTE 

Las infecciones por bongos, virus, bacterias o protozoos intracelulares causan patologfas 
frecuentes en todo el mundo. Las enfermedades cancerosas son tambien, un terrible azote de 
la humanidad. Estas infecciones y el cancer de celulas humanas implican la produccion de 
gran cantidad de antigenos en el citosol celular, muchos de los cuales son acarreados hacia la 
superficie celular asociados a moleculas del Sistema Mayor de Histocompatibilidad (MHC) 
de clase I (Heemels, M.-T. and H, Ploegh, 1995. Generation, translocation, and presentation 
of ivIKC class i-resti'icted peptides. Amiu. Rev. Biochem. 64,463-491; Rock, K.L. 1996. A 
new foreign policy: MHC class I molecules monitor the outside world. Immunol. Today 17, 
131-137; Jondal, M., R. Schirmbeck, and J. Reimann. 1996. MHC class I restricted CTL 
responses to exogenous antigens. Immunity 5:295-302; and Reimann, J. and S. H. E. 
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Kaufmann. 1997. Alternative antigen processing pathways in anti-infective immunity. Curr. 
Opin. Immunol, 9:462-469) 

La respuesta inmune fue subdividida fenoti'picamente en celular (Thl) y humoral (Th2). Los 
pati'ones Thl/Th2 se distinguen primeramente por el patron de citoquinas que secretan los 
5 linfocitos T CD4"^: fundamentalmente, IFNy e IL12 por las Thl e IL4 e IL5 por las Th2 
(Mossman, T. R., Cherwinslci, H., Bond, M. W., Giedlih, M. A, and R. L. Coffinan. 1986. 
Two types of murine helper T cells clone. L Definition according to profiles of lymphokine 
activities and secreted proteins. J. Immunol. 136:2348-2357). Por otra parte, tambi^n es 
posible valorar el tipo de respuesta inducida determinando los perfiles de clases y subclases 
10 de inmunoglobulinas sericas cai-acteristicos de cada tipo de respuesta. Asi, en ratones el 
patron Thl induce preferentemente anticuerpos de la subclase IgG2a (dependiente de IFNy), 
mientras que el Th2 induce IgE y la subclase IgGl (dependientes de IL4). En humanos el 
patr6n Thl cursa con la inducci6n de subclases IgGl e IgG3 y el Th2 induce la clase IgE. 

Oti'as citocinas producidas por celulas no linfoides se han asociado tambien a estos patrones, 
15 como ocurre con la IL12 e IL18 asociada con un patron Thl. Por otro lado, el IFNy y la ILIO 
actuan como inhibidores de la respuesta Th2 y Thl, respectivamente. 

Hoy en dia se ha extendido esta clasificaci6n tambien a los linfocitos T CDS'*' los que por 
semejanza en la produccion de citocinas se han clasificado como Tel y Tc2. Los linfocitos T 
CD8^ son los mediadores e inductores fundamentales de actividad CTL. Estos actoian 

20 entonces, no solo como celulas efectoras, sino tambien como reguladoras produciendo 
citocinas que expanden mds una respuesta que la otra. Por lo que, la determinacion de los 
subset de linfocitos T CD4'*' o T CDS'*" presentes en linfoproUferaciones de c61ulas 
mononucleai'es perif6ricas de sujetos inmunizados o de organos linfoides secundarios de 
animales inmunizados, re-estimulados por un antigeno in vitro, es una medida importante de 

25 que estas dos poblaciones estan siendo estimuladas. 

Es necesario eliminar las c61ulas infectadas con patogenos intracelulares o las celulas 
tumorales. La actividad citot6xica de los linfocitos T CDS'*" (CTL) es uno de los mecanismos 
inmunes mas eficientes para ello. Estos reconocen antigenos presentados en el contexto del 
MHC-I y son capaces de matai* las celulas infectadas a traves de la liberaci6n de perforinas, 
30 produccion de "granzymes" e interaccion de los mediadores Fas-FasL (O'Hagan D., 
Mackicham M., and Singli M. Recent advance in adyuvants for infection disease 
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Biomolecular Engineering 2001.)- La actividad de los CTL es la respuesta inmune mds 
comunmente aceptada para detenniuar la efectividad de las vacunas contra las infecciones 
intracelulares causadas por virus, bacterias o protozoos, asi como frente a tumoraciones. 

La actividad CTL satisfactoria puede ser deteiminada por cuaiquier m6todo conocido, tanto 
5 indirectos como directos. Preferiblemente, se combinan los metodos indirectos y directos. En 
ios indirectos, se detemiina la capacidad del Proteoliposoma o sus derivados, con antigenos 
insertados en su estructura, conjugados o coadministrados de ser fagocitados, degradados y 
presentados en la superficie celular asociados a las mol6culas MHC-I de lineas celulares. 
Estos se enfrentan entonces a lineas celulares citotoxicas contra el antigeno insertado y se 

10 determina la muerte celular por metodos radioactivos o no radioactivos. Otro mdice indirecto 
es la estimulacidn, por el Proteoliposoma o sus derivados con antigenos insertados^ 
conjugados o coadministrados, de linfocitos T CD8+ en celulas mononucleares perifericas de 
humanos inmunizados o provenientes de organos linfoides secundarios de animales 
inmunizados, re-estimuladas in vitro con el antigeno de interes. La deteccidn de linfocitos T 

15 CDS"*^ productores de IFNy e IL2 en celulas mononucleares re-estimuladas in vitro con el 
antigeno de interns es otro indice indirecto que puede ser determinado por Citometria de Flujo 
0 ELISPOT. En este caso se determina fundamentalmente la produccion de IFNy por los 
linfocitos T CD8**". La produccion de IL2 por hibridomas de celulas T CDS'*" luego del 
reconocimiento del antigeno especifico en el contexto de mol6culas MHC-I en la superficie de 

20 celulas presentadoras de antigeno previamente incubadas con el Proteoliposoma o sus 
derivados conteniendo el antigeno especifico insertado en sus estructuras, conjugado o 
coadministrado con ellos, es otra forma indirecta de evidenciar actividad CTL. 

En los directos se inmuniza mamiferos con el Proteoliposoma o sus derivados y los antigenos 
de interns, insertados en su estructura, conjugados o coadministrados y posteriormente se 

25 extraen los organos linfoides secundarios y se determina la presencia de actividad CTL contra 
el antigeno de interes asociado a MHC-I. El metodo mas antiguo para detectar actividad CTL 
antigeno-especffica esta basado en el ensayo de citotoxicidad por liberacion de cromo 
radiactivo, el cual ha sido disenado lo mismo pai-a c6lulas frescas (midiendo la actividad 
efectora CTL) que para lineas CTL (evaluando reactividad CTL de memoria). En ambos 

30 casos las c6lulas dianas expresan los antigenos especificos de interns, lo cual puede lograrse 
por varias metodos (infeccion por viiais recombinantes, "peptide loading" o transfecci6n 
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genetica). Mas recientemente tienden a utilizarse epitopes CTL especificos previamente 
determinados. 

Otro mdtodo ex vivo es el ensayo de union a tetr^eros, "tetrameric-binding assay" (TBA). 
Los complejos tetram6ricos de moleculas MHC-I cargados con epitopes 6ptimos unen 
5 directamente los receptores de c^Iulas T CDS'** (TCRs) antigeno-especificas 
independientemente de su capacidad funcional. Se utilizan generalmente teti-ameros HLA-A2 
unidos al epitope CTL de interes. El TBA es mas exacto y preciso para reflejar el numero de 
celulas T CDS"*" antigeno especificas movilizadas in vivo pero su capacidad para cuantificar 
celulas T CDS^ antigeno-especificas fiincionales es limitada, 

10 

Por mucho tiempo se consider6 a ios CTL como ei principal componente de la respuesta 
celular. Hoy se sabe que a pesar de que estos son inducidos durante la respuesta Thl, no 
todas las respuestas Thl cursan con la induccion de CTL. Por ello, la necesidad de buscar 
adyuvantes que induzcan, ademas de un patron Thl, actividad CTL. 

15 Los adyuvantes son sustancias que potencian la respuesta inmune especifica contra un 

antigeno provocando una inducci6n mas rapida de esta y aumentando su duraci6n (Vogel FR. 
Dev. Biol. Stand. 1998,92:241-248). Su uso en las formulaciones vacimales permite reducir la 
cantidad de antigeno necesaria, dirigir la respuesta hacia un patron deseado y disminuir el 
ndmero de dosis necesarias. 

20 

Entre los sistemas de adyuvantes disponibles que inducen respuesta Thl se encuentran: 

L MF59 (emulsi6n de aceite en agua microfluidizada de aceite de escualeno). Podda A, Del 
Giudice G. Expert Rev Vaccines. 2003 Apr;2(2): 197-203. 

25 

2. Monofosforil lipido A (MPL®), derivado lipopolisacaridico proveniente de Salmonella 
minnesota^ que contiene 6 acidos grasos, particularmente el MPL 3-D-O-acetilado (3D- 
MPL) u otros derivados no t6xicos del lipopolisacaiido (LPS) y combinaciones del MPL, 
preferiblemente el 3D-MPL o derivados no tdxicos del LPS con sales de aluminio. 

30 3. Fracciones inmunoestimulatorias de Quillaja saponaria: Quil A, incorporada en 
complejos irmiunoestimulatorios (ISCOM®), Complejos de saponinas, colesterol y 
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fosfolipidos (Polalcos NK, Drane D, Cox J, Ng P, Selby MJ, Chien D, O'Hagan DT, 
Houghtan M and Paliard X. J Immunol 2001,166:3589-98). 

4. Particulas de polilactil co-glicolidos (Putney SD and Burke PA, Nat BIOTECHNOL, 
1998, 16:153-157). 

5 5. MPL y saponina, particulamiente Saponina glic6sido triterpenico aislada de la corteza del 
^rbol Quillaja saponaria Molina (QS21) y 3D-MPL como es revelado en WO 94/00153. 

6. QS21 y colesterol como es revelado en WO 98/33739. 

7. QS21, 33D-MPL y tocoferol emulsionados en agua en aceite como se revela en WO 
95/17210 y 

10 8. Oligonucleotides CpG, secuencias de dinucleotidos citocina-guanina con citocinas no 
metiladas, caracteristica solo del acido desoxirribonucleico (ADN) bacteriano, como es 
revelado en WO 96/02555. 

Los adyuvantes que inducen CTL en la actualidad son escasos entre los que se encuentran el 
MF59, los Oligonucleotides CpG, el QS21, el MPL®, los ISCOM® y cocleatos derivados de 
15 lipidos (O'Hagan D., Mackicham M., and Singh M. Recent advance in adyuvants for 
infection disease. Biomolecular Engineering 2001 and Edelman Robert. The development and 
use of vaccine adyuvant. Molecular Biothecnology 2002. 21:2, 129-148.). 

Los Proteoliposomas se han descrito pai'a la preparacion de vacunas profilacticas contra 
enfermedades infecciosas por Ruegg CL et al (Preparation of proteosome-based vaccines. J 

20 Immunological Methods 1990;135:101-109); Lowell et al (Proteosome-Lipopeptide 
Vaccines: Enhancement of Immunity for Malaria CS Peptides. Science 1988;240:800-2) y 
tambi^n como es revelado en US No. 5,597,572. En esta dltima, el micleo fundamental es el 
Proteoliposoma derivado de la membrana externa de Neisseria meningitidis serogrupo B, 
cuya estructura particulada, su contenido de LPS natives incorporados y no libres, el 

25 polisacarido C, su composigidn lipidica cai-acteristica y su adsorcidn en alumina, estan 
relacionadas con su elevada inmunogenicidad y probada protectogenicidad en humanos. 

La vacuna basada en este Proteoliposoma, VA-MENGOC-BC®, ha sido aplicada en mas de 
50 millones de dosis y ha demostrado ser segura, no reactogenica y eficaz para proteger 
contra N. meningitidis serogrupos B y C. Es ademas, aplicada durante la lactancia de forma 
30 segum y efectiva, donde convierte la T-independencia del Polisacdrido C en un antigeno T- 
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dependiente (Perez O. et al Thl response induced by the B component of VA-MENGOC- 
BC™ overcomes the thymus independence of polysaccharide C .and primes for memory in 
toddler. Biotecnologia Aplicada 2002; 19(l-2):54). Esta vacuna induce un patr6n preferencial 
Thl caracterizado por la inducci6n en humanos y animales de linfoproliferacidn; anticuerpos 
5 IgG anti-Proteoliposoma; subclases IgGl en humanos e IgG2a en ratones; IFNy, IL2 e IL12 
en el ambito de acido ribonucleico mensajero (ARNm) y proteinas, no-induccion de IgE anti- 
Propteoliposoma ni incrementos en la IgE total y no-produccion de IL4, IL5 tanto en el 
Ambito de ARNm como proteico (Perez O et al Infect Immun. 2001, 69(72001):4502-4508). 
Los Proteoliposomas y derivados de estos como las VSSP y las Estructuras cocleares, tambien 
10 se han empleado como adyuvantes como es revelado en (US 6,149,921 del 2000) y en 
(Metodo de obtencion de estructuras cocleares. Composiciones vacunales y adyuvantes 
basados en estructuras cocleares y sus intennediarios. OCPI. 2002-0292 del 27/11/02), 
respectivamente. 

La presente invenci6n tiene como objeto el empleo de los Proteoliposomas bacterianos 
15 naturales o modificados geneticamente, en especial aquellos derivados de K meningitidis^ asi 
como las Estructuras cocleares derivadas de este, como nuevos adyuvantes inductores de 
CTL. Estos nuevos adyuvantes resultan de particular importancia contra infecciones fungicas, 
virales, bacterianas y protozoaiias (particularmente las intracelulares), asi como enfermedades 
tumorales. 

20 Por "Proteoliposoma" se entiende que estos son obtenidos de cepas bacterianas usando 
cualquier metodo conocido como puede ser: su aislamiento sin detergente; un proceso que 
incluya detergente (como desoxicolato) o la extracci6n a partir de vesiculas "bleb" de 
sobrenadantes de cultivos y particularmente los revelados en US 5,597,572. Los 
Proteoliposomas contienen diferentes Pationes Moleculares Asociados a Pat6genos (PAMP), 

25 estructuras moleculares conservadas entre pat6genos capaces de estimular fuertemente al 
sistema inmunitario. 

Por "Estructuras cocleares" se entiende un adyuvante derivado de los Proteoliposomas que 
por lo tanto tambidn contienen PAMP segin se reficre cn la patente (Metodo de obtenci6n de 
estructuras cocleares. Composiciones vacunales y adyuvantes basados en estructuras 
30 cocleares y sus intermediarios. OCPI. 2002-0292 del 27/1 1/02). 
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Los mecanismos de proteccion contra Neisseria, bacteria Gram negativa extracelular, estan 
relacionados con la induccion de anticuerpos que median fundamentalmente las fiinciones 
opsonofagociticas y bactericidas. Por lo que, no es de esperar que los Proteoliposomas 
derivadas de ellas y la infecci6n natural producida por esta bacteria, induzcan respuestas CTL. 
5 Sin embargo, estudios de laboratorio han demostrado, sorpresivamente, que humanos 
inmunizados con VA-MENGOC-BC®, vacvma anti-//. meningitidis B y C, muestran una 
respuesta con activaci6n y proliferacion de linfocitos tanto T CDA^ como T CDS"*" especiTicos 
contra el Proteoliposoma, al ser evaluada en celulas mononucleares perifericas re-estimuladas 
in vitro. 

10 Tambien sorprendente ha sido encontiar que ratones Balb/c inmunizados con VA-MENGOC- 
BC®, con Proteoliposomas o Estructuras cocleai'es inducen T CDS"^ especificos, ademas de los 
conocidos T CD4^. 

De igual forma se ha encontrado, inesperadamente, que la infecci6n por el microorganismo 
natural, K meningitidis serogrupo B, induce respuesta tanto T CD4'*' como T CDS'** anti- 
15 Proteoliposoma, la cual fiie detectada en linfocitos de individuos curados de enfermedad 
meningococica causada por N. meningitidis B. 

Fue inesperado que tambien los ratones inoculados con K meningitidis B indujeran respuesta 
de celulas T CDS"^. 

Se ha encontrado, que tanto en celulas de inmunizados con VA-MENGOC-BC® como 
20 prevenientes de individuos curados de enfermedad meningococica, los linfocitos T CD4^ y 
sorprendentemente los T CDS'*" secretan IFNy e IL2 y no IL4 ni IL5 al ser evaluados por 
Citometria de Flujo. Este resultado incluye a los linfocitos T CDS'*" dentro de las celulas 
importantes en la produccion de las citocinas caracteristicas del patron de respuesta ThL 

Todas estas evidencias fenotipicas y moleculares, apuntan hacia la inducci6n de una respuesta 
25 CTL luego de la infecci6n natural o la inmunizacion con un Proteoliposoma proveniente de 
una bacteria extracelular, lo cual resulta extremadamente soiprendente. 

Otras experiencias sorprendentes se obtuvieron a narfir de la incorporacion eficiente de 
anti'genos ex6genos como la Ovalbumina (Ova) en el Proteoliposoma y sus derivados, aunque 
sus capacidades no se restringen a este antigeno. La incorporacion de Ova en el 
30 Proteoliposoma indujo, en celulas dendriticas, presentacion a nivel de MHC clase I y su 
reconocimiento y activaci6n por hibridomas de celulas T CDS+. Estos resultados evidencian 
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la induccion de una respuesta CTL confra antigenos heterologos que puede ser empleada para 
el desarroUo de nuevas preparaciones vacunales. 

La inserci6n o conjugacion de epitopes CTL provenientes de Ova fueron incorporados en los 
Proteoliposomas o sus derivados y de esta forma se incremento la respuesta inducida contra 
5 estos epitopes. 

Tambien fonnan parte de la presente invenci6n Proteoliposomas que pueden expresar altas 
concentraciones de antigenos de interes, mediante la manipulaci6n por ingenieria genetica de 
la cepa productora del Proteoliposoma con el fin de que exprese "mds o menos'' cantidad del 
o de los antigenos heterologos deseados. 

10 Por "antigenos de interes" se entiende aquellos provenientes de hongos, virus, bacterias, 
protozoos y cSncer que han demostrado requerir de respuesta CTL para su eficiente 
eliminaci6n por el sistema inmune, sin restringirse a los ya identificados. 

Por "mas o menos" se entiende en particular que la cepa exprese mas de un 20, 15, 10, 5, 4, 3, 
2, 1, 0.5 6 0.1% de la cantidad del o los antigenos heterologos de interes. Preferiblemente la 
15 cepa ingenierizada expresa entre 0.5% y 10% del antigeno de interns. 

El gen codificante del antigeno de interes de la invencion puede ser ingenierizado segun lo 
expresado anteriormente por tecnicas conocidas. 

Tambien forma parte de la presente invencion la obtencion de diferentes formulaciones 
vacunales que aprovechan la capacidad de los Proteohposomas y las Estiiicturas cocleares de 
20 inducir respuestas CTL, no descrita con anterioridad. 

Antigenos tumor asociados, ganglidsidos o proteinas provenientes de Leishmania fueron 
incluidos en los Proteoliposomas o en sus derivados y se demostr6 la inducci6n de respuesta 
CD8+ y produccion de IFNy cuando ratones Balb/c fueron iiimunizados y desafiados in vitro 
con los respectivos antigenos. Tambien muestran ser efectivas formulaciones vacunales, 
25 donde los antigenos son conjugados a parte de los Proteoliposomas de la composicion vacunal 
0 una vez conjugados a 6stos son transformados en Estructuras cocleares. 

Las formulaciones vacunales de la presente invencion pueden ser usadas para proteger un 
mamifero susceptible a la infeccion o tratar enfermedades tumorales por medio de la 
administraci6n de dicha formulacion vacunal por via sistemica o mucosal. Estas aplicaciones 
30 pueden incluir inyecciones por rutas intramusculares, intraperitoneales, intrad^rmica o 
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subcutanea o administracion mucosal por via oral/alimentaria, nasal/respiratoria o tractus 
genitourinario. 

La cantidad de Proteoliposoma o Estructuras cocleares en cada formulacion es seleccionada 
como la cantidad que muestra fiincion adyuvante, que siempre es inferior a ia empleada en las 
vacunas anti-meningococicas basadas en estas estiucturas, por lo que los efectos secundarios 
adversos son inferiores y no son significativos, Esta cantidad variara en dependencia del 
antigeno de interes y como este es incorporado. Generalmente la cantidad de Proteoliposoma 
0 Estructui-as cocleai-es en cada dosis estard entre I y 50 p.g y mds tipicamente entre 5 y 25 ^ig. 
La cantidad del antigeno de interns estard en el rango de 0.1 a 20% de la masa de 
Proteoliposoma o Estructuras cocleares y preferiblemente 0.5 a 10%. 

El niimero de dosis dependera primaiiamente de si la formulacion vacunal es profilactica o 
terapeutica. En la primera, se aplicardn como mdximo tres dosis y en la segunda se puede 
llegar hasta 5 dosis. Ambas pueden ser aplicadas en nines menores de un ano, de 2 a 5 anos, 
escolares, adolescentes, adultos y en la tercera edad. 

La novedad de la invencion radica primeramente, en el uso de Proteoliposomas o Estructuras 
cocleares derivados de proteinas de la membrana extema de bacterias Gram-negativas y mds 
particularmente de N, meningitidis B, como adyuvantes inductores de actividad CTL. 

Bs particularmente novedoso, que la infeccion natural con N, meningitidis B, bacteria 
extracelular, induzca respuesta de c6lulas T CD8^ linfocitos mas asociados a la respuesta 
citotoxica y que estos produzcan IFNy e IL2, evidenciando la induccidn de actividad CTL, por 
lo que estos linfocitos tambien estdn potenciando la respuesta Thl previamente demostrada, 

Otro aspecto novedoso es su aplicacion profilactica en formulaciones vacunales fungicas, 
virales, bacterianas o protozoaiias y su aplicacion terapeuticas en sujetos afectados con 
tumoraciones malignas en que se desea inducir una respuesta citot6xica. 

Es particularmente novedoso ademas, la conjugacion o insercion de epitopos citotoxicos a los 
Proteoliposomas o Estructuras cocleares, los que incrementan la respuesta CTL. 

Es tambi6n novedoso, la posibilidad dc empleo de estas formulaciones por via mucosal 
ademds de por via parenteral, o la combinacion de estas vias. 

Es tambien novedoso, la ingenierizacion de las cepas meningoc6cicas para producir 
Proteoliposomas o sus derivados que expresen antigenos citotoxicos. 
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De forma inesperada se obtiene respuesta CTL contra Proteoliposomas provetiientes de 
bacterias extiacelulares y sus derivados, las estructuras cocleares, cuando la induccidn de 
actividad citot6xica s61o estaba circunscrita a g^rmenes intiacelulares, tumores o 
detenninados adyuvantes que permitan una presentacidn cruzada (cross priming). 

Tambien foe inesperado el hallazgo de induccion de actividad CTL en convalecientes de 
enfermedad meningoc6cica o en portadores de Neisseria, geniien extraceluiar que no debiera 
inducir actividad CTL. 

Estas actividades se manifestaron por la inducci6n de linfocitos CD8+, por la presencia de 
IFNy e IL2 en ellos, la presentacion de anti'genos heterologos en MHC clase I de celulas 
dendn'ticas y su reconocimiento y activacion de hibridomas CD8+ y la lisis de c61ulas que 
expresan antigenos heter61ogos. 

Los Proteoliposomas y las Estructuras cocleares son obtenidos a escala industrial en 
condiciones de Buenas Practicas de Produccion (GMP, Good Manufacture Practices) en el 
Institute Finlay y contamos con metodologfas para la inclusion de antigenos heter61ogos en 
los mismos. 

La soluci6n propuesta tiene las siguientes ventajas: 

El efecto inmunoWgico logrado por este preparado permite inducir respuestas CTL por el 
Proteoliposoma y las Estructuras cocleares contra los antigenos heter61ogos incorporados en 
estos, lo que es aplicable; pero no limitado, a microorganismos intracelulares y a 
enfermedades tumorales. 

El efecto inmunol6gico de los Proteoliposomas corao vacuna y tiansitivamente como 
adyuvante, donde se emplea menores cantidades, es seguro en ninos menores de un afio, de 2 
a 4 afios, en escolares, adolescentes y adultos. 

Los Proteoliposomas y las Estructuras cocleares por la preferencial respuesta celular (Thl) 
inducida, tambien convierten a antigenos T-independientes (conjugados o incorporados no 
covalentemente), tales como carbohidratos en antigenos T-dependientes. Esta propiedad se 
aplica tambien de forma ventajosa a los antigenos de inieres de cardcter sacaridicos. 

Es litil la flexibilidad de las Estructuras cocleares para incorporan antigenos particulados, 
especialmente ADN induciendo respuesta CTL contra ellos 

La presente invenci6n serd descrita a traves de los siguientes ejemplos especificos. 
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Ejempio 1. Obtenci6n del Proteoliposoma. Para la obtencion del Proteoliposoma se realiza un 
cultivo de N. meningitidis B o Salmonella typhi y la biomasa colectada mediante 
centrifugaci6n se somete a un proceso de extracci6n con detergente, enzimas y xiltiasonido. El 
debris celular es removido mediante centrifugacion y el sobrenadante es sometido entonces a 
digesti6n con nucleasas para eliminar los acidos nucleicos. El extracto es recuperado mediante 
ultracentrifugaci6n, resuspendido en soluci6n con detergente y purificado del resto de los 
componentes de bajo y mediano peso molecular mediante cromatografia de exclusion 
molecular. El Proteoliposoma asi obtenido contiene menos del 10% de acidos nucleicos y 
menos del 10% de LPS insertado en su estructura; pero nunca libres. El LPS presente es 
esencial en desencadenar las senales de peligro para iniciar la respuesta innata. El producto 
final es sometido a un conjunto de controles biol6gicos y fisico-qufmicos. 

Ejempio 2. Respuesta de Linfocitos T CD4^ y T CD8* por inmunizacion de ratones. Ratones 
Balb/c fueron inmunizados con dos dosis de 25 fxg cada una de Proteoliposoma o Estructuras 
cocleares, por via intramuscular o nasal y espaciadas 14 di'as. Las c61ulas de bazo fueron 
tomadas a los 7 dias de la segunda dosis y desafiadas por 4 dfas con Proteoliposoma. Las 
c^lulas expandidas fueron tratadas con anticuerpos monoclonales anti-CD4 o anti-CD8 y 
posteriormente con una anti-IgG fluorescente y fueron evaluados por Citometii'a de Flujo. La 
inmunizaci6n estimul6 tanto los linfocitos T CD4"^ corao T CDS* anti-Proteoliposoma. 45% 
de los linfocitos fueron T CD4* y 40% fueron T CD8*. 

Ejempio 3. Respuesta de Linfocitos T CD4* y T CD8* por inmunizaci6n de humanos. Adultos 
jovenes fueron inmunizados con dos dosis de VA-MENGOC-BC® de 50 |ig cada una por via 
intramuscular, espaciadas 6 semanas. Siete di'as despues de la segunda dosis se tom6 sangre y 
se purificaron, sobre gradiente de FicoU-Hipaque, las c6lulas mononucleares perif^ricas. Estas 
se enfirentaron por 4 dias con Proteoliposoma. Las c61ulas expandidas fueron tratadas con 
anticuerpos monoclonales anti-CD4 o anti-CD8 y posteriormente con una anti- IgG 
fluorescente y fueron evaluados por Citometifa de Flujo. La inmunizacion estimulo tanto los 
linfocitos T CD4^ como los linfocitos T CDS^ anti-Proteoliposoma. 50% de los linfocitos 
fueron T CD4''y 42% fueron T CDS'". 

Ejempio 4. Respuesta de Linfocitos T CD4* y T CDS* en convalecientes de enfermedad 
meningoc6cica. Dos meses despu6s del alta de pacientes que habi'an padecido enfermedad 
meningocdcica causada por Neisseria meningitidis B se tom6 sangre y se purificaron, sobre 
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gradiente de FicoU-Hipaque, las celulas mononucleares perifericas. Estas se enfi-entaron por 4 
dias con Proteoliposoma. Las celulas expandidas fueron tratadas con anticuerpos 
monoclonales anti-CD4 o anti-CD8 y posteriormente con una anti IgG fluorescente y fueron 
evaluados por Citometria de Flujo. Se evidencio proliferaci6n de linfocitos T CD4+ y T 
5 CD8+. 47% de los linfocitos fueron T CD4+ y 39% fueron T CD8+. 

Ejemplo 5. Senales de activaci6n y produccion de citocinas intracelulares por linfocitos de 
humanos inmunizados. Adultos jovenes fueron inmunizados con dos dosis de VA-MENGOC- 
BC® de 50 |ig cada una por via intramuscular, espaciadas 6 semanas. Varios meses despues 
de la segunda dosis se tomo sangi-e. Estas se enfrentai'on por 27 horas con Proteoliposoma a 

10 una concentracion de 10 6 20 |ag/ml. Posteriormente los globulos rojos fueron lisados y el 
resto celular fue permeabilizado y enfirentado a anticuerpos monoclonedes para la deteccion de 
citocinas intracelulares (IFNy, IL2 o IL5) y marcadores de membrana (CD4, CDS y CD69). 
3.28% de linfocitos T CD4'*' y 20.65% de linfocitos T CDS'* fueron activados con 10 ^ig/ml de 
Proteoliposoma, mientras que 3.86 % de T CD4'*' y 14.11% de T CD8^ fueron activados con 

15 20 \ig/ml de Proteoliposoma. Sin embargo, solo los linfocitos T CDS"*' activados produjeron 
IFNy e IL2, aunque en los linfocitos T CD4^ activados se detecto tambien cierta producci6n 
de IL2. Los porcentajes de IFNy intracelular en los linfocitos T CD4'*" y T CDS"*" con 10 p,g/ml 
fueron 0.35 y 0.89 y con 20 |Lig/ml fueron 1.54 y 1.29, respectivamente; pero s61o de las 
celulas productoras de IFNy estaban activadas el 0.57% con 10 |ag/ml y el 0.87% con 20 

20 )xg/ml de los T CDS+. Los porcentajes de IL2 intracelular en los linfocitos T CD4'" y T CDS'" 
con 10 jxg/ml fueron 1.19 y 1.07 y con 20 jig/ml fueron 1.18 y 1,6, respectivamente; pero s61o 
las celulas productoras de IL2 estaban activadas el 0.68 y el 0.7% con 10 y 20 p-g/ml, 
respectivamente de los linfocitos T CDS'*". En el caso de los linfocitos T CD4'*' solo bajos 
porcientos de producci6n de IL2 en las celulas activadas se detectaron. No se observo 

25 producci6n de IL5 por ninguna de las subpoblaciones linfocitarias. 

Ejemplo 6. Sefiales de activaci6n y producci6n de citocinas intracelulai'es por linfocitos de 
convalecientes de enfermedad meningococica. Dos meses despu6s del alta de pacientes que 
habian padecido la enfermedad meningococica causada por Neisseria meningitidis B se tomo 
sangre. Estas se enfrentaron por 27 horas con Proteoliposoma 10 |Ltg/ml. Posteriormente los 
30 gl6bulos rojos fueron lisados y el resto celular fiie permeabilizado y enfrentado a anticuerpos 
monoclonales para la deteccidn de citocinas intracelulaies (IFNy, IL2 o IL5) y marcadores de 
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membrana (CD4, CDS y CD69). Los porcentajes de T CD4^ y T CD8*^ activados fueron 9.29 
y 26.81, respectivamente. Ambos subset de linfocitos, T CD4^ y T CD8^, activados 
produjeron IFNy y solo los linfocitos T CDS'** produjeron IL2. Los porcentajes de IFNy 
intracelular fueron en los linfocitos T CD4'*" y T CDS'*" de 3,46 y 1.36, respectivamente; pero 
5 de 6stos solo eran c61ulas activadas el 0,65 y el 0.95%, respectivamente. Los porcentajes de 
IL2 intracelular fueron en los T CD4'*' y T CDS'*" de 0,73 y 0.93, respectivamente; pero de 
estos solo eran celulas activadas el 0.27 y el 0.73%, respectivamente. No se observe 
produccionde IL5. 

Ejemplo 7. Incorporacion de antigenos ex6genos en el Proteoliposoma. Ovalbiimina (Ova) 
10 file incorporada en el Proteoliposoma mediante el empleo de detergentes, particularmente 
desoxicolato, el cual permitio el desensamblaje de su estructura Proteoliposomal. La 
eliminaci6n del detergente y el re-ensamblaje de la estiiictura en presencia de Ova permitieron 
su incorporacidn en el Proteoliposoma. La proporcion final de Proteoliposoma:Ova fiie de 
100:11.2. La estructura vesicular fue comprobada mediante cromatografia de exclusion 
15 molecular rindiendo perfiles similares del Proteoliposoma solo y el del que contenia la Ova. 
La presencia de Ova fiie comprobada por la t^cnica SDS-PAGE y su posterior Western Blot 
revelado con un anticuerpo policlonal anti-Ova el cual demostro la presencia de una banda 
coiTespondiente a Ova dentro del perfil proteico del Proteoliposoma. 

Ejemplo 8. Incorporacidn de antigenos ex6genos en Estructuras cocleares. La incorporacidn 
20 de proteinas de promastigotes y amastigotes de Leishmania fiie eficientemente realizada 
mediante la inclusion de estas en la solucion durante el proceso de foraiaci6n de las 
Estructuras cocleares. La inmunizacion de animates con las Estructuras cocleai'es conteniendo 
estos antigenos demostro el incremento de la respuesta anti'Leishmania, asi como la 
reduccidn de las indui-aciones producidas por la infeccion con este protozoo. La presencia de 
25 esta proteina tambien fiie evidenciada por la tdcnica SDS-PAGE seguido de un Western Blot 
revelado con anticuerpos anti Leishmania. 

Ejemplo 9. Conjugacion de antigenos a los Proteoliposomas. Este es descrito en el ejemplo 
1,2 de la patente "Metodo de obtencion de vacunas conjugadas. Composiciones vacunales" 
Patente OCPI 2002-0257 de 14/1 1/02. 

30 Ejemplo 10. Incorporacion de Patrones Moleculares Asociados a Patogenos. 
LipopolisacMdos (LPS) de Neisseria meningitidis B han sido incorporado en diferentes 
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cantidadeSj incrementando las concentracioiies de este presentes normalmente en los 
Proteoliposomas hasta un 12% con un incremento en la respuesta inmune obtenida. Tambien 
se han incorporado LPS de Vibrio cholerae lo que ha peraiitido inducir respuesta anti-LPS de 
Vibrio. 

5 Ejemplo 11. Produccion de IFNy por linfocitos T CD8+ contra antigenos heterologos 
incorporados o conjugados en Proteoliposomas y Estructuras cocleares. Celulas de bazo de 
animales inmunizados con Proteoliposomas contendiendo Ova o proteinas de Leishmania en 
Estructuras cocleares indujeron respuesta T CD8+ y estos expresaron EFNy al ser evaluados 
por la tecnica de ELISPOT T. Los conjugados de Polisacirido C a Proteoliposomas indujeron 
10 respuesta de IFNy al ser evaluados por ELISA. 

Ejemplo 12. Incorporaci6n de ADN plasmidico en las Estructuras cocleares y liberaci6n de 
este en el citoplasma celular. El pldsmido pGFP, que contiene el gen de la proteina verde 
fluorescente bajo un promotor de expresi6n en celulas superiores (CMVp), fiie eficientemente 
incorporado en Estructui'as cocleares. Las Estructuras cocleares conteniendo dicho plasmido 
15 fiieron adicionado a un cultivo de celulas de la linea L929. La expresion de la proteina verde 
fluorescente en el citoplasma celular fue comprobada mediante microscopia 6ptica de 
florescencia. 

Ejemplo 13. Celulas Dedriticas expuestas al Proteoliposoma (PL) conteniendo Ovalbiimina 
(Ova) pueden presentar peptidos de Ova a celulas T. Fueron empleados hibridomas de c61ulas 

20 T CD4'' (0T4H) restringidas para MHC clase II y de celulas T CDS"" (CD80VA) restringidas 
para MHC clase I especificos para los peptidos de Ova (257-264) y (265-277), 
respectivamente. Celulas Dedriticas (CD) fueron incubadas por 2 h con PL-Ova o Ova soluble 
y luego co-cultivadas con los hibridomas de celulas T. Los sobrenadantes fueron colectados 
luego de 24 h y testados para detectar producci6n de IL2 a traves de la incorporaci6n de [^H] 

25 timidina por la linea celular CTLL dependiente de IL2. La producci6n de IL2 brinda una 
medida de la activacion de los hibridomas de celulas T especificos para peptidos de Ova. La 
Figura 1 muestra que las CD incubadas con PL-Ova pueden presentar los peptidos de Ova al 
hibridoma de celulas T CD4"*^ y al de T CDS^. Los hibridomas de celulas T produjeron 
niveles de IL2 significativamente mayores cuando fueron estimulados con CD que habian 

30 sido previamente incubadas con PL-Ova en comparacion con CD incubadas s61o con Ova. 
Las diferencias significativas entre los niveles de presentaci6n de los peptidos especificos de 
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Ova en MHC-I y MHC-II por CD incubadas con PL(Ova) o Ova fueron deterniinados usando 
la Pmeba de comparacion multiple de Duncan. De esta forma, el Proteoliposoma puede 
liberar antfgenos a CD y propiciar una eficiente presentaci6n antig^nica a celulas T. 

5 Breve descripcion de las figuras 

Figum 1: Figura 1. Celulas dendriticas pueden procesar peptides de Ova incluidos en el 
Proteoliposoma (PL-Ova) y presentarlos en MHC-I y MHC-II DC. Fig. lA muestra la 
respuesta del hibridoma de c61ulas T 0T4H a CD de ratones C57BL/6 co-incubadas con el 
10 Proteoliposoma (PL), Ova o PL-Ova; Fig. IB muestra la respuesta del hibridoma de celulas T 
OvaCDS^. La produccion de IL-2 por los hibridomas fue cuantificada por incorporaci6n de 
[^H] timidina por la linea celular CTLL dependiente de IL-2. Los datos se presentan como la 
media + DS de tres experimentos diferentes. CPM, centelleo por minuto. 
*significativamente diferente de otros gmpos. 

15 
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REIVINDICACIONES 

1. Adyuvantes vacimales caracterizados por ser un Proteoliposoma o derivados de este 
que inducen respuesta CTL. 

2. Adyuvantes vacunales segun reivindicacion 1, caracterizados porque el 
Proteoliposoma o sus derivados son de origen bacteriano, 

3. Adyuvantes vacunales segiin reivindicacion 2, caracterizados porque provienen del 
genero Neisseria o Salmonella, 

4. Adyuvantes vacunales segun reivindicacion 1, caracterizados porque el 
Proteoliposoma o sus derivados expresan antigenos heter61ogos de interes a partir de 
una cepa modificada gen6ticamente. 

5. Foraiulacion vacunal caracterizada porque comprende el o los adyuvantes segun las 
reivindicaciones de la 1 a la 4, uno o mas antigenos, asi como excipientes adecuados, 

6. Formulacion vacunal segun reivindicacion 5, caracterizado porque el antigeno(s) es 
insertado en la bicapa lipidica de los Proteoliposomas, estando asf presente en sus 
derivados. 

7. Formulaci6n vacimal segiin reivindicacion 5, caracterizado porque el antigeno(s) es 
conjugado al Proteoliposoma, estando asi presente en sus derivados. 

8. Formulacion vacunal segun reivindicacion 5, caracterizado porque el ant{geno(s) es 
co-administrado con el Proteoliposoma o sus derivados. 

9. Formulacion vacunal segun reivindicacion 5, caracterizado porque el antigeno(s) se 
puede seleccionar del grupo de antigenos provenientes de bongos, vims, bacterias, 
protozoos y cancer y que ban demosti*ado requerir de respuesta CTL para su eficiente 
eliminaci6n por el sistema mmune. 
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10. Fonnulacion vacunal segiin reivindicacion 5, caracterizado porque el Proteoliposoma 
0 sus derivados se encuentran en un rango entie I y 50 y particularmente entre 5 y 
25 Jig, 

11. Formulacion vacunal segiin reivindicacion 5, caracterizado porque el o los antigenos 
5 se encuentran en un rango entre 0.1 a 20% de la masa de Proteoliposoma o sus 

derivados y particularmente entre 0.5 a 10%. 

12. Formulaci6n vacunal segun reivindicaciones de la 5 a la 11, caracterizado porque la 
via de administraci6n puede seleccionarse del grupo de intramuscular, intraperitoneal, 
intradermica, subcutanea o via mucosal por oral/alimentaria, nasal o tractos 

10 genitourinario. 

IS.Uso de la fonnulacion vacunal segiin reivindicaciones de la 5 a la 11 para la 
protecci6n de mamfferos susceptibles a infecciones y para el tratamiento de 
enfermedades tumorales. 

14. Esquema de inmimizacion empleando las formulaciones segun reivindicaciones de la 
15 5 a la 11, caracterizado porque para lograr un efecto profildctico se aplicaran como 

m^imo tres dosis y para lograr un efecto terap6utico se aplicaran como m^imo cinco 
dosis. 



20 



25 



wo 2005/063287 



1/1 



PCT/CU2004/000017 



Fig.l 



O 80000 1 
^ 60000 

m 

O 40000 
§ 20000 H 

0) 

^ 0 



PL 



OVA PL(OVA) 




This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record. 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 



FADED TEXT OR DRAWING 
I^LURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

ZY SCALE DOCUMENTS 
iS OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 
U REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



